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論文題名 
The suppression of bone marrow-derived microglia in amygdala improves the anxiety-like 
behavior induced by chronic partial sciatic nerve ligation in mice. （骨髄由来ミクログリアの
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研究目的 
  慢性疼痛はしばしば不安・抑うつなどの不快情動を引き起こすが，その機序は明らかに
されていない。近年，心理的ストレスにより骨髄由来ミクログリアが脳内に集積し，不安
行動を惹起することが報告されている。本研究は，神経障害性疼痛モデルマウスを用いて，
慢性疼痛による不快情動の発生機序に，脳内に集積する骨髄由来ミクログリアが関与する
という仮説を証明し，さらには骨髄由来ミクログリアの脳内への集積を抑制することで，
慢性疼痛による不快情動に対する新たな治療戦略を提唱することを目的とした。 
 
研究方法 
【モデルマウス作製・行動学的解析・骨髄由来ミクログリアの免疫組織学的解析】 
Green Fluorescent Protein（GFP）トランスジェニックマウスの骨髄幹細胞を，頭部を保護
して放射線全身照射した雄性 C57BL/6J マウスに骨髄移植して，骨髄細胞が GFP 陽性細胞
に置き換わった GFP キメラマウスを作製した。骨髄移植 28 日後に，Seltzer らの方法に従
い GFP キメラマウスに坐骨神経部分結紮を行い，神経障害性疼痛モデルマウス（モデル群）
を作製した。また，坐骨神経の剖出のみを行うシャムマウス（シャム群），および侵襲を
一切与えないナイーブマウス（ナイーブ群）を作製した．神経結紮 7, 14, 21, 28日後に灌
流固定を行い，脳を摘出し，免疫染色を用いて，脳内における骨髄由来ミクログリアの集
積部位を解析した。神経結紮前日から 28 日後まで，患側後肢の触刺激に対する逃避行動
の閾値を測定し，神経障害性疼痛を評価した。また，神経結紮 7, 14, 21, 28 日後に高架式
十字迷路試験を行い，不安行動を評価した。 
【ミクログリアの分子生物学的解析】 
神経結紮 28 日後に，フローサイトメトリーを用いて，各群のマウスの扁桃体中心核よ
り，骨髄由来（GFP 陽性）ミクログリアと内在性（GFP 陰性）ミクログリアを分別単離し
た。RT-PCR を用いて，各ミクログリアの炎症性サイトカイン（IL-1β, IL-6, TNF-α）および
ケモカイン受容体（CCR2, CXCR4, CX3CR1）の mRNA の発現を解析した。 
【扁桃体中心核に発現するケモカインの解析】 
 RT-PCR を用いて，モデル群とシャム群における扁桃体中心核のケモカイン（MCP-1, 
SDF-1）のmRNA の発現を解析した。また，免疫染色を用いて，神経結紮 7, 21, 28 日後の
扁桃体中心核における MCP-1陽性細胞の解析を行った。 
【各種拮抗薬投与による行動学的変化および免疫組織学的変化の解析】 
 CCR2 受容体拮抗薬の投与後に，免疫染色を用いて骨髄由来ミクログリアの扁桃体中心
核および脊髄後角への集積抑制効果を評価した。また，CCR2 受容体拮抗薬投与による不
安行動および患側後肢の触刺激に対する逃避行動の変化を解析した。IL-1β 受容体拮抗薬
の脳室内投与を行い，不安行動および患側後肢の触刺激に対する逃避行動の変化を解析し
た。 
 
研究成績および考察 
 モデル群では，神経結紮翌日より 28 日後まで，触刺激に対する逃避行動の閾値の低下
がみられた。モデル群では，神経結紮 28 日後に不安行動が観察され，さらに骨髄由来ミ
クログリアが扁桃体中心核に集積することが明らかになった。 
 分子学的解析により，骨髄由来ミクログリアでは，内在性ミクログリアと比較して IL-1β
および CCR2, CXCR4のmRNAの発現が増加することが明らかになった。また，分子生物
的学解析により，神経結紮 28 日後に扁桃体中心核の CCR2 のリガンドである MCP-1 の
mRNA の発現が増加することが明らかになった。免疫染色により，神経結紮 28 日後に扁
桃体中心核の MCP-1 を発現した神経細胞の数が増加することが明らかになった。これら
の結果から，神経結紮 28日後に骨髄由来ミクログリアが扁桃体中心核に集積する機序に，
MCP-1/CCR2 axis が関与していることが示唆された。 
CCR2 拮抗薬の投与により，扁桃体中心核および脊髄後角への骨髄由来ミクログリアの
集積は抑制され，不安行動の改善および触刺激に対する逃避行動閾値の回復がみられた。
また，IL-1β 受容体拮抗薬の脳室内投与により，不安行動は改善し，触刺激に対する逃避
行動の閾値は部分的に回復した。このことから，扁桃体中心核に集積した骨髄由来ミクロ
グリアは IL-1β を介して，神経障害性疼痛による不安行動の形成に関与している可能性が
示唆された。 
 
結論 
 本研究の結果から，扁桃体中心核に集積した骨髄由来ミクログリアが神経障害性疼痛に
より不安行動の形成に関与していると考えられた。CCR2 受容体拮抗薬および IL-1β 受容
体拮抗薬は，神経障害性疼痛による不安行動の新たな治療薬となる可能性が示唆された。 
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論文題名 
The suppression of bone marrow-derived microglia in amygdala improves 
the anxiety-like behavior induced by chronic partial sciatic nerve ligation in 
mice. （骨髄由来ミクログリアの扁桃体への集積抑制は，坐骨神経部分結紮モ
デルマウスにおける神経障害性疼痛による不安行動を改善する） 
結果の要旨 
本研究により，MCP-1とその受容体である CCR2を介して，扁桃体中心核に集積した骨
髄由来ミクログリアが，IL-1βを介して神経障害性疼痛による不安行動の形成に関与する
ことが示唆された.本研究は，CCR2受容体拮抗薬および IL-1β受容体拮抗薬が，神経障害
性疼痛による不安行動の新たな治療薬となる可能性を示したものであり，学位論文として
医学博士授与に値するものとして審査員全員から評価をいただいた. 
 
